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QIAGEN ist der fihrende Anbieter innovativer Proben- und Testtechnologien
zur Isolierung und zum Nachweis von Bestandteilen aus jeder biologischen
Probe. Unsere technologisch und qualitativ hochwertigen Produkte und unser
exzellenter Service garantieren Erfolg von der Probenvorbereitung bis zum
Ergebnis.

QIAGEN setzt Standards bei:

B Aufreinigung von DNA, RNA und Proteinen

B Testsystemen fir Nukleinséuren und Proteine

B microRNA-Forschung und RNAj

B Automatisierung von Proben- und Testtechnologien

Wir stellen Ihnen die neuesten Technologien zur Verfigung, damit Sie schnell
und sicher die besten Ergebnisse erzielen kénnen. Weitere Informationen
finden Sie im Internet unter www.giagen.com.
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artus CMV LC PCR Kit

Zur Verwendung mit dem Geréate LightCycler 1.1/1.2/1.5 oder LightCycler 2.0
zum quantitativen Nachweis von CMV-DNA aus EDTA-Plasma.

1. Inhalt
Etikettierung Artikelnr. 4503063 Artikelnr. 4503065
und Inhalt 24 Reaktionen 96 Reaktionen
CMV LC Master 2 x 12 Reaktionen 8 x 12 Reaktionen
CMV Mg-Sol® 1 x 600 pl 1 x 600 pl
CMV QS 17
1 x 10° Kopien/ul 1x200 pl 1 x 200 pl
CMV QS 2°
1x10° Kopien/yl 1x200 pl 1 x200 pl
CMV QS 3°
1 x 102 Kopien/ul 1x200 pl 1 x200 pl
CMV QS 4°
1x 10" Kopien/ul 1x200 pl 1 x200 pl
CMvV LC IC® 1 x1.000 pl 2 x 1.000 pl
Wasser (PCR-Qualitat) 1 x 1.000 pl 1 x 1.000 pl
° Qs = Quantifizierungsstandard
IC = Interne Kontrolle
Mg-Sol = Magnesium-Ldsung
2. Lagerung

Die Komponenten des artus CMV LC PCR Kits sollten bei -15°C bhis -30°C
gelagert werden — unter diesen Lagerbedingungen sind sie bis zu dem auf
dem Etikett angegebenen Verfallsdatum haltbar. Wiederholtes Auftauen und
Einfrieren (mehr als 2 mal) sollte vermieden werden, da dadurch die
Sensitivitat verringert wird. Bei unregelméfligem Gebrauch sollten deshalb die
Reagenzien aliquotiert werden. Die Reagenzien sollten nicht langer als funf

Stunden bei +4°C gelagert werden.
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3. Zusatzlich bendtigte Materialien und Gerate

¢ Puderfreie Einmal-Laborhandschuhe

* DNA-Isolierungskit (siehe 8.2 DNA-Isolierung)

* Pipetten (verstellbar)

* sterile Pipettenspitzen mit Filter

* Vortex-Mischer

¢ Tischzentrifuge mit Rotor fur 2-ml-Reaktionsgefalie

e Color Compensation Set (Farbkompensations-Set) (Roche
Diagnostics, Katalognr. 2 158 850) fiir die Installation einer Datei
Crosstalk Color Compensation fur das Gerat LightCycler 1.1/1.2/1.5
oder LightCycler 2.0

¢ LightCycler Multicolor Demo Set (Katalognr. 03 624 854 001) fur die
Installation einer Datei Crosstalk Color Compensation fir das Gerat
LightCycler 2.0

¢ LightCycler Kapillaren (20 pl)

e LightCycler Kuihlblock

e Gerat LightCycler 1.1/1.2/1.5 (Software-Version 3.5) oder LightCycler
2.0 (Software-Version 4.0)

¢ Verschlusswerkzeug

4. Allgemeine VorsichtsmafRnahmen

Folgendes sollte vom Anwender immer beachtet werden:

* Sterile Pipettenspitzen mit Filter verwenden.

¢ Positivmaterial (Proben, Kontrollen, Amplifikate) rédumlich getrennt
von den uUbrigen Reagenzien aufreinigen, lagern und zur Reaktion
zusetzen.

* Alle Komponenten vor Testbeginn vollstandig bei Raumtemperatur
auftauen.

¢ AnschlieBend die Komponenten grindlich durchmischen und kurz
zentrifugieren.

e Zugig auf Eis oder im LightCycler Kiihlblock arbeiten.
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5. Informationen zu den Erregern

Das humane Zytomegalievirus (CMV, engl. cytomegalovirus) wird bei
infizierten Menschen im Blut, im Gewebe und in nahezu allen
Kérperflissigkeiten gefunden. Die Ubertragung kann oral oder sexuell
erfolgen, durch Bluttransfusionen und Organtransplantationen sowie
intrauterin oder perinatal. Die Infektion mit CMV verlauft in den meisten Fallen
symptomfrei und das Virus persistiert dann lebenslang im Ko&rper. Wenn
Symptome bei Jugendlichen oder Erwachsenen auftreten, ahneln sie denen
des Pfeiffer'schen Drusenfiebers, mit Fieber, einer leichten Hepatitis und
allgemeinem Unwohlsein. Schwere Verlaufe einer CMV-Infektion werden
besonders bei intrauterin infizierten und bei immundefizienten Patienten
beobachtet.

6. Prinzip der Real-Time-PCR

Bei der Diagnostik mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) werden
spezifische Bereiche aus dem Erregergenom amplifiziert. Bei der Real-Time-
PCR wird das entstandene Amplifikat mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen
detektiert. Diese sind in der Regel an Oligonukleotid-Sonden gekoppelt, die
spezifisch an das PCR-Amplifikat binden. Die Beobachtung der
Fluoreszenzintensitaten wahrend des PCR-Laufs (d. h. in Echtzeit, daher
,Real-Time-PCR") ermdglicht den Nachweis und die Quantifizierung des sich
anreichernden Produkts, ohne die ReaktionsgefaRe nach dem PCR-Lauf

wieder 6ffnen zu miissen (Mackay, 2004).

7. Produktbeschreibung

Der artus CMV LC -PCRKit ist ein gebrauchsfertiges System fir den

Nachweis von CMV-DNA durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) im

Geréat LightCycler. Der CMV LC Master enthélt die Reagenzien und Enzyme

fur die spezifische Amplifikation eines 105 bp langen Abschnitts des CMV-

Genoms sowie fur den direkten Nachweis dieses Amplifikats mit dem Geréat

LightCycler 1.1/1.2/1.5 oder LightCycler 2.0. Daneben enthélt der artus CMV
|
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LC PCR Kit zum Nachweis einer moglichen PCR-Inhibition ein zweites
heterologes Amplifikationssystem.
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PCR-Produkt ‘ Auswahl der Fluoreszenzkanéle

‘ Gerat LightCycler 1.1/1.2/1.5 Gerat LightCycler 2.0
CMV F1 530
CMVLCIC F3/Back-F1 705/Back 530

Die Amplifikation und der Nachweis dieser Internen Kontrolle (IC)
beeintrachtigen die Nachweisgrenze der analytischen CMV PCR nicht (siehe
11.1 Analytische Sensitivitat). Externe Positivkontrollen (CMV QS 1 - 4)
werden mitgeliefert, mit denen die Erregerlast bestimmt werden kann. Dazu

lesen Sie bitte den Absatz 8.4, Quantifizierung.

Beachte: Das Temperaturprofil fir den Nachweis des Zytomegalievirus
mit dem artus CMV LC PCR Kit entspricht den Profilen des
artus EBV LC PCR Kits, des artus HSV-1/2 LC PCR Kits und des
artus VZV LC PCR Kits. Daher kdnnen die PCR-Assays dieser artus
Systeme in einem einzigen Lauf ausgefuhrt und analysiert werden. Bitte
beachten Sie die Empfehlungen zur PCR-Analyse in den Kapiteln 8.4

Quantifizierung und 9 Auswertung.

8. Protokoll

8.1 Praanalytik: Entnahme, Lagerung und Transport von

Proben
Beachte: Alle Proben sind als potenziell infektiés zu behandeln.

Beachte: Nach aktuellen Daten ist EDTA- oder Citrat-Plasma das am besten
geeignete Probenmaterial zum CMV-Nachweis. Wir empfehlen daher die
Verwendung dieser Materialien mit dem artus CMV LC PCR Kit.

Die Validierung des artus CMV LC PCR Kits wurde mit humanem EDTA-
Plasma durchgefiihrt. Andere Probenmaterialien sind nicht validiert. Bitte
nutzen Sie nur empfohlene Kits zur Nukleinsdure-lsolierung (siehe 8.2 DNA-

Isolierung) fur die Probenvorbereitung.
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Folgende Vorschriften zur Entnahme, Lagerung und Transport sind unbedingt

zu bericksichtigen.

8.1.1 Probenentnahme

Jede Blutentnahme fuhrt zu einer Verletzung der Blutgefal3e (Arterien, Venen,
Kapillaren). Es darf nur einwandfreies und steriles Material eingesetzt werden.
Fur die Blutentnahme stehen geeignete Einmal-Artikel zur Verfiigung. Bei der
Venenpunktion sollten nicht zu feinlumige Kanulen verwendet werden. Die
vendse Blutentnahme sollte an geeigneten Stellen im Bereich der Ellenbeuge,
des Unterarms oder des Handriickens erfolgen. Das Blut muss mit Standard-
Blutentnahmerdhrchen entnommen werden (rote Kappe, Sarstedt oder
entsprechende Rohrchen eines anderen Herstellers). Es sollten 5 bis 10 ml
EDTA-Blut entnommen werden. Die Ro&hrchen sollten direkt nach der

Blutentnahme uiber Kopf gemischt werden (8 x, nicht schiitteln).

Beachte: Proben von Patienten unter Heparintherapie durfen nicht verwendet

werden (siehe 8.1.4 Stérsubstanzen).

8.1.2 Probenlagerung

Das Vollblut sollte innerhalb von sechs Stunden in Plasma und zellulare
Bestandteile durch Zentrifugieren bei 800 bis 1.600 x g fur 20 Minuten
getrennt werden. Das abgetrennte Plasma muss in sterile Polypropylen-
Rohrchen Gberfiihrt werden. Die Sensitivitait des Assays kann durch
wiederholtes Einfrieren oder durch eine langere Lagerung der Proben

beeintrachtigt werden.

8.1.3 Probentransport

Probenmaterial sollte grundséatzlich in bruchsicheren Transportbehéltern
transportiert werden, um einer potenziellen Infektionsgefahr durch Auslaufen

der Probe vorzubeugen. Die Proben sind nach den geltenden lokalen und
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staatlichen Vorschriften fir den Transport von Stoffen, die Krankheitserreger

enthalten kénnten, zu transportieren.”

Die Proben sollten innerhalb von sechs Stunden verschickt werden. Eine
Lagerung am Ort der Abnahme wird nicht empfohlen. Ein Transport auf dem
Postweg ist mdglich, wenn dabei die Rechtsvorschriften zum Transport von
Stoffen, die Krankheitserreger enthalten konnten, beachtet werden. Wir
empfehlen den Probentransport mit einem Kurier. Blutproben sollten gekihlt
(+2 bis +8°C) und die abgetrennten Plasmaproben tiefgefroren (-20°C)

versandt werden.

8.1.4 Storsubstanzen

Erhohte Bilirubin- (= 4,5 mg/dl), Lipid-Werte (< 1.100 mg/dl) und hamolytische
Proben fiihren zu keiner Beeinflussung des analytischen CMV-Systems.
Heparin beeintrachtigt die PCR. Proben, die mit R6hrchen gewonnen wurden,
die Heparin als Antikoagulationsmittel enthalten, sind nicht zu verwenden.
Auch Proben von Patienten unter Heparintherapie durfen nicht verwendet

werden.

8.2 DNA-Isolierung

Zum lIsolieren von CMV-DNA werden die folgenden Isolierungskits empfohlen:

3 . Nukleinsaure- Katalognummer ) Carrier-
Probenmaterial ) : Hersteller
Isolierungskit RNA
i QlAamp® DSP
EDTA-Plasma Virus Kit (50) 60704 QIAGEN enthalten
EZ1° DSP
EDTA-Plasma Virus Kit (48)* 62724 QIAGEN enthalten

*Fur die Verwendung in Kombination mit dem EZ1 Advanced (Katalognr. 9001411
und der EZ1 Advanced DSP Virus Card (Katalognr. 9018306) oder dem BioRobot
EZ1 DSP (Katalognr.9001360) und der EZ1 DSP Virus Card
(Katalognr. 9017707). Der EZ1 DSP Virus Kit ist auch als CE-IVD-markierte

International Air Transport Association (internationaler Luftverkehrsverband IATA).
Dangerous Goods Regulations (Regelungen zum Transport gefahrlicher Giter), 41,
Auflage, 2000.704.
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EASYartus® CMV LC PCR Kits in Kombination mit dem artus CMV LC PCR Kit
(Katalognummern EA10303 und EA10304) erhaltlich.

* Der Einsatz von Carrier-RNA ist fiir die Effizienz der Aufreinigung und
damit fir die DNA-/RNA-Ausbeute von entscheidender Bedeutung. Um
eine hohere Stabilitat der im QlAamp DSP Virus Kit und im EZ1 DSP
Virus Kit mitgelieferten Carrier-RNA zu erzielen, folgen Sie bitte den
Anweisungen zur Handhabung und Lagerung der Carrier-RNA im QlAamp
DSP Virus Kit Handbook oder im EZ1 DSP Virus Kit Handbook.

WICHTIG: Die Interne Kontrolle des artus CMV LC PCR Kits kann bei der

Aufreinigung direkt verwendet werden. Bitte achten sie darauf, bei der

Aufreinigung eine negative Plasmaprobe mitzufihren. Das entsprechende

Signal der Internen Kontrolle ist die Grundlage der Evaluierung der

Aufreinigung (siehe 8.3 Interne Kontrolle).

8.3 Interne Kontrolle

Eine Interne Kontrolle (CMV LC IC) wird mitgeliefert. Diese ermdglicht lhnen,
sowohl die Aufreinigung der DNA als auch eine mégliche Inhibition der
PCR zu kontrollieren (siehe Abb. 1). Fir diese Anwendung geben Sie die
Interne Kontrolle in einem Verhaltnis von 0,1 pl pro 1 ul Elutionsvolumen zur
Aufreinigung hinzu. Wenn der QlAamp DSP Virus Kit verwendet wird, wird die
DNA beispielsweise in 60 pl Puffer AVE eluiert. Folglich missen 6 pl der
Internen Kontrolle zugesetzt werden. Bei Verwendung des EZ1 DSP Virus
Kits muss die Interne Kontrolle unter Beachtung der Anweisungen im EZ1
DSP Virus Kit Handbook zugegeben werden. Die Menge an verwendeter
Interner Kontrolle hangt nur vom Elutionsvolumen ab. Die Interne Kontrolle
und Carrier-RNA (siehe 8.2 DNA-Isolierung) sollten unter genauer
Beachtung der Anweisungen im QIAamp DSP Virus Kit Handbook oder im
EZ1 DSP Virus Kit Handbook zugegeben werden.

Die Interne Kontrolle darf nicht direkt zum Probenmaterial zugesetzt werden.
Bei Zugabe zum Lysepuffer beachten Sie bitte, dass die Mischung aus
Interner Kontrolle und Lysepuffer/Carrier-RNA frisch angesetzt und sofort

verwendet werden muss (Lagerung der Mischung bei Raumtemperatur oder
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gekuhlt fur nur wenige Stunden kann bereits zum Versagen der Internen
Kontrolle und zu einer Beeintréchtigung der Aufreinigungseffizienz fuhren).
Pipettieren Sie die Interne Kontrolle und die Carrier-RNA nicht direkt zum

Probenmaterial.

Um eine Aufreinigung als erfolgreich zu werten, muss der Ct-Wert der
Internen Kontrolle einer in der Aufreinigung mitgefihrten negativen
Plasmaprobe den in Tabelle 1 angegebenen Ct-Wert erreichen. Die
angegebene Streuung ist durch die Geréate- und Aufreinigungsvarianz bedingt.
Eine hodhere Abweichung weist auf Probleme mit der Aufreinigung hin. In
diesem Fall muss diese iberprift und gegebenenfalls neu validiert werden.
Sollten weitere Fragen oder Probleme auftreten, kontaktieren Sie bitte
unseren Technischen Service.

Tabelle 1: Zulassiger Bereich von Ct-Werten der Internen Kontrolle einer negativen
Plasmaprobe.

Fluoreszenzka Analyseverfahre Ct-Wert

Aufreinigungskit Gerat

Second derivative
: maximum
QlAamp DSP LightCycler : .
Virus Kit 1.1/1.2/1.5 F3/Back-F1 (MaX|m_um der 14+3
zweiten
Ableitung)
QIlAamp DSP LightCycler
Virus Kit 20 705/Back 530 Auto 14+3
Second derivative
. . maximum
EZ1 DSP Virus LightCycler : .
Kit 1.1/1.2/1.5 F3/Back-F1 (MaX|m_um der 15+3
zweiten
Ableitung)
FELDSPVIUS | Lighieycler | 705/Back 530 Auto 15+3

Optional kann die Interne Kontrolle ausschlieBlich zur Kontrolle einer
maoglichen PCR-Inhibition verwendet werden (siehe Abb. 2). Geben Sie fur
diese Anwendung pro Reaktion 1 pl der Internen Kontrolle und 2,5 pl
CMV Mg-Sol direkt zu 12,5 pl CMV LC Master hinzu. Verwenden Sie fur jede
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PCR-Reaktion 15 pl der so hergestellten Master-Mischung” und geben Sie
anschliefend 10 pl der aufgereinigten Probe hinzu. Sollten Sie einen PCR-
Lauf fur mehrere Proben ansetzen, so erh6hen Sie die benétigten Mengen
des CMV LC Masters, der CMV MgSol und der Internen Kontrolle
entsprechend der Probenzahl (siehe 8.5 Vorbereitung der PCR).

Die artus EBV LC PCR Kits und die artus CMV LC PCR Kits enthalten eine
identische Interne Kontrolle (IC). Die artus HSV-1/2 LC PCR Kits und die

artus VZV LC PCR Kits enthalten ebenfalls eine identische Interne Kontrolle.

8.4 Quantifizierung

Die mitgelieferten Quantifizierungsstandards (CMV QS 1 - 4) werden wie eine
bereits aufgereinigte Probe behandelt und im gleichen Volumen eingesetzt
(10 pl). Zum Erstellen einer Standardkurve auf dem Gerét LightCycler nutzen

Sie alle vier Quantifizierungsstandards folgendermafen:
Gerét LightCycler 1.1/1.2/1.5

Definieren Sie die CMVQS1-4 im Sample Loading Screen
(Bildschirmanzeige Probe Laden) als Standards unter Angabe der
Konzentrationen (siehe LightCycler Operator’s Manual, Version 3.5, Kapitel B,

2.4. Sample Data Entry).
Gerat LightCycler 2.0

Zum Definieren der Standards aktivieren Sie bitte die Funktion Analysis Type
(Analysetyp) im Menl des Fensters Samples (Proben) und wéhlen Sie
Absolute Quantification (Absolute Quantifizierung) aus. Jetzt kdnnen Sie die
CMVQS1-4 als Standards definieren und die entsprechenden
Konzentrationen fur jeden Standard eingeben (siehe LightCycler Operator’s
Manual, Version 4.0, Kapitel 2.2 Entering Sample Information). Vergewissern
Sie sich, dass die Funktion Enable Controls (Kontrollen aktivieren) nicht

aktiviert ist. Andernfalls ist die Auswahl von Analyseoptionen fur die

" Die Volumenzunahme durch Zugabe der Internen Kontrolle wird beim Ansetzen des
PCR-Assays vernachlassigt. Die Sensitivitit des Nachweissystems wird nicht
beeintréchtigt.
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Datenanalyse beschrankt (siehe 9.2 Analyse der PCR-Daten auf dem Gerat
LightCycler 2.0).

Sollten Sie mehr als ein Herpes artus System in den PCR-Lauf integriert
haben, dann analysieren Sie diese verschiedenen Systeme bitte mit den

entsprechenden Quantifizierungsstandards separat.

Beachte: Um eine genaue Quantifizierung sicherzustellen, wird dringend
empfohlen, der fur die Quantifizierungsstandards verwendeten Master-
Mischung die entsprechende Menge Interne Kontrolle zuzusetzen. Geben Sie
zu diesem Zweck zu jedem Quantifizierungsstandard (CMV QS 1 -
CMV QS 4) 1 pl Interne Kontrolle und 2,5 pl CMV Mg-Sol direkt zu 12,5 pl
CMV LC Master hinzu (siehe schematischer Uberblick in Abb. 2). Dieses
Pipettierschema ist allgemein fir die CMV-Quantifizierungsstandards
anwendbar und unabhéngig von der  Anzahl verwendeter

Quantifizierungsstandards.

Die Quantifizierungsstandards sind in Kopien/pl definiert. Zur Umrechnung der
anhand der Standardkurve ermittelten Werte in Kopien/ml Probenmaterial

muss die folgende Gleichung angewendet werden:

Ergebnis (Kopien/ul) x Elutionsvolumen
Ergebnis (Kopien/ml) = (VY]
Probenvolumen (ml)

Bitte beachten Sie, dass grundsatzlich das urspriingliche Probenvolumen in
die oben stehende.Formel einzusetzen ist. Das ist zu beriicksichtigen, wenn
das Probenvolumen vor der Nukleinsaure-Aufreinigung verandert worden ist
(z. B. Einengung durch Zentrifugieren oder Erhéhung durch Aufflllen auf das

fur die Aufreinigung geforderte Volumen).

WICHTIG: Zur Vereinfachung der quantitativen Auswertung von artus
Systemen am Gerat LightCycler 1.1/1.2/1.5 oder LightCycler 2.0 gibt es unter

www.qiagen.com/Products/ByLabFocus/MDX einen Leitfaden (Technical

Note zur Quantifizierung am Gerét LightCycler 1.1/1.2/1.5 oder
LightCycler 2.0).
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8.5 Vorbereitung der PCR

Achten Sie darauf, dass der Kuhlblock sowie die Kapillaradapter (Zubehor
zum Gerat LightCycler) auf +4 °C vorgekihlt sind. Setzen Sie die gewiinschte
Anzahl LightCycler Kapillaren in die Adapter des Kuhlblocks ein. Achten Sie
darauf, dass in jedem PCR-Lauf mindestens ein Quantifizierungsstandard und
eine Negativkontrolle (Wasser, PCR-Qualitat) mitgefiihrt werden. Zum
Erstellen einer Standardkurve nutzen Sie pro PCR-Lauf bitte alle
mitgelieferten Quantifizierungsstandards (CMV QS 1 - 4). Alle Reagenzien
sollten vor Testbeginn vollstandig bei Raumtemperatur aufgetaut, gut
durchmischt (mehrfaches Auf- und Abpipettieren oder kurzes Vortex-Mischen)

und anschlieBend anzentrifugiert werden.

Wollen Sie mit der Internen Kontrolle sowohl die Aufreinigung der DNA als
auch eine mdogliche Inhibition der PCR kontrollieren, so muss zuvor die
Interne Kontrolle zur Aufreinigung zugegeben werden (siehe 8.3 Interne
Kontrolle). Verwenden Sie in diesem Fall das folgende Pipettierschema
(siehe schematischer Uberblick in Abb. 1):
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Anzahl Proben ‘ 1 ‘ 12

1. Ansetzen der |..SMV LG Master 125u 150
Master- CMV Mg-Sol 2,5l 3ou
Mischung CMVLCIC oul oul
Gesamtvolumen 15l 180 ul
2. Ansetzen des Master-Mischung 15l jeweils 15 pl
PCR-Assays RIche 10 pl jeweils 10 pl
Gesamtvolumen 25l jeweils 25 pl

Wenn Sie die Interne Kontrolle ausschlie3lich zum Kontrollieren einer
Inhibition der PCR verwenden méchten, so muss die Interne Kontrolle direkt
zum CMV LC Master zugegeben werden. Verwenden Sie in diesem Fall

folgendes Pipettierschema (siehe auch schematische Ubersicht in Abb. 2):

Anzahl Proben 1 12
1. Ansetzen der CMV LC Master 12,5l 150 pl
Master- CMV Mg-Sol 2,5u 30 ul
Mischung CMV LC IC 1ul 12 pl
Gesamtvolumen 16 pl° 192 pl
Master-Mischung 15 pl jeweils 15 pl
2. Ansetzen des Probe/CMV QS 1 — 4 10 W jeweils 10I
PCR-Assays H
Gesamtvolumen 25 ul Jeweils Zj

Pipettieren Sie jeweils 15 pl Master-Mischung in das Kunststoff-Reservoir der
Kapillare. Geben Sie dann 10pl eluierte Proben-DNA  hinzu.
Dementsprechend mussen 10 pl mindestens eines der
Quantifizierungsstandards (CMV QS 1 — 4) als eine Positivkontrolle und 10 pl
Wasser (Wasser, PCR-Qualitat) als eine Negativkontrolle verwendet werden.
SchlieBen Sie die Kapillaren. Um die Standardkurve zu erstellen, wird

dringend empfohlen, der fur die Quantifizierungsstandards verwendeten

Die Volumenzunahme durch Zugabe der Internen Kontrolle wird beim Ansetzen des
PCR-Assays vernachlassigt. Die Sensitivititt des Nachweissystems wird nicht
beeintréchtigt.
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Master-Mischung die entsprechende Menge Interne Kontrolle zuzusetzen
(siehe 8.4 Quantifizierung). Um die Mischung aus dem Kunststoff-Reservoir
in die Kapillare zu uberfihren, zentrifugieren Sie die Adapter mit den
Kapillaren in einer Tischzentrifuge fir zehn Sekunden bei maximal 400 x g
(2.000 U/min).
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Zugabe der internen Kontrolle zu dem Aufreinigungsverfahren

-
Y

N

Abb. 1: Schematischer Arbeitsablauf fur die Kontrolle sowohl des
Aufreinigungsverfahrens als auch der Inhibition der PCR.

*Achten Sie darauf, dass die Losungen vollstandig bei
Raumtemperatur aufgetaut, grindlich durchmischt und
anschlieBend anzentrifugiert werden.

artus CMV LC PCR Kit Handbuch 12/2014 19



Zugabe der internen Kontrolle zum artus Master

v ¥/

\
-
-

Abb. 2: Schematischer Arbeitsablauf zur Kontrolle der Inhibition der
PCR.

*Achten Sie darauf, dass die Losungen vollstandig bei
Raumtemperatur aufgetaut, grundlich durchmischt und
anschliefend anzentrifugiert werden.
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8.6 Programmieren der LightCycler Geréate

8.6.1 Programmieren des Geréts LightCycler 1.1/1.2/1.5

Zum Nachweis der CMV-DNA erstellen Sie ein Temperaturprofil am Geréat
LightCycler 1.1/1.2/1.5 entsprechend der folgenden funf Schritte (siehe Abb. 3
bis 7).

A. Initiale Aktivierung des Hot-Start-Enzyms Abb. 3
B.  Touch Down Schritt Abb. 4
C. Amplifikation der DNA Abb. 5
D. Schmelzkurve (optional) Abb. 6
E. Kihlung Abb. 7

Achten Sie besonders auf die Einstellungen fiir Analysis Mode
(Analysemodus), Cycle Program Data (PCR-Programmdaten) und
Temperature Targets (Zieltemperaturen). Die jeweiligen Einstellungen sind in
den Abbildungen durch schwarze Rahmen hervorgehoben. Einzelheiten zur
Programmierung des Gerats LightCycler 1.1/1.2/1.5 entnehmen Sie bitte dem
LightCycler Operator’'s Manual. Schritt D. (Schmelzkurve) im PCR-Programm
ist optional und nur zur Differenzierung von HSV1 und HSV2 erforderlich,
wenn der artus HSV-1/2 LC PCR Kit verwendet wird.
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Abb. 3: Initiale Aktivierung des Hot-Start-Enzyms.

Cycle Program Data
1 3 Cycles|| 10 g

emperature Targets
Target Temperature (°C)
Incubation Time (hrs:min:sec
Temperature Transition Rate ('C/ s)
Secondary Target Temperature (°C)
Step Size ('C)

Step Delay (cycles)
|— ,—Aoquis'm'on Mode

ENONE [+ (8

QN7 515 |gocogo oo 150§ Del

Abb. 4: Touch Down Schritt.
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'.Ojcle Program Data, Analysis Mode[ None

1 Tfoees -2

Melting Curves

T emperature largets
Target Temperature (°
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ('C/ s)

Secondary Target Temperature (°C)
Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
r—Acquisition Mode
(QEENss |55 |sooo[fio 500 (50 |s NONE |5 QRS
Fi e N — &

o _aolfo oo o {ocche
(@N72 55 5hooofo [soo [so |5/ NONE |3

Abb. 5: Amplifikation der DNA.

Gyels Prgrei oty Analysis Mode[ None
1-3 oycles|| 1[4 Quantification — 2
i}

ITemperature largets
Target Temperature (°C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ('C/s)

Secondary Target Temperature ('C)
Step Size ('C)
“ Step Delay (cycles)

@f= 50 oo o Boo o Joonr )

Abb. 6: Schmelzkurve (nur zutreffend,
wenn artus HSV-1/2 LC PCR Kit parallel ausgefiihrt wird).
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Abb. 7: Kuhlung.
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8.6.2 Programmieren des Geréats LightCycler 2.0

Zum Programmieren eines PCR-Laufs mit dem Gerat LightCycler 2.0
aktivieren Sie bitte die Option New (Neu) im Hauptmenu und wahlen Sie
LightCycler Experiment aus.

Zum Nachweis der CMV-DNA erstellen Sie dann ein Temperaturprofil am
Gerat LightCycler 2.0 entsprechend der folgenden funf Schritte (siehe Abb. 8

bis 12).
A. Initiale Aktivierung des Hot-Start-Enzyms Abb. 8
B.  Touch Down Schritt Abb. 9
C. Amplifikation der DNA Abb. 10
D. Schmelzkurve (optional) Abb. 11
E. Kihlung Abb. 12

Schritt D. im PCR-Programm ist optional und nur zur Differenzierung von
HSV1 und HSV2 erforderlich, wenn der artus HSV-1/2 LC PCR Kit verwendet

wird.

Achten Sie darauf, dass Sie zuerst die Anzahl der fur diesen PCR-Lauf

vorbereiteten Kapillaren eingeben (Max. Seek Pos., sieche Abb. 8).

StartRun|=rid Pragran+ 10/ Gyeled| Color Corrip (0] | <] Opions|

Programs | Online Data Display' Run Nolesl

Setup [ Programs

DefeultChannel| 530 | | 4 || Program Name: | Cycles Analysis Mode L 2
SeekTempemtaO -] +L Initial Activation of the Hot Start Enzyme |1 ;lNone

1 =il Max Seek Pos. 12 J
Instrument Typel6 Ch. | ;I ‘
Capillary Size: [201 +| ‘

A

Temperature Targets

B et o p ec ep | Sep | AcqustonMode
('C) |(hh:mm:ss) Rate |Target Size | Delay — 3
“rios  2lootooo 220 2o 2o 2o 2[None ~]

k|

Abb. 8: Initiale Aktivierung des Hot-Start-Enzyms.
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StenRunI':nd F‘mgrun{< 1005 : El Opliontl
Programs I Online Data Display] Run Notes |
Setup Programs
Default Channell 530 w|| AN |Program Name | Cycles Analysis Mode
SeekTemperaf30 2| | |4 |Initiel Activation of the Hot Stert Enzyme |1 < |None N 1
~ |~ Touch Down Step 10 < |None vl
Max. Seek Pos.|12 j

InswmemTypm
Capillary Size: {204 v|

=

el
L= Program Temeeraluva Tzaets
_AJ Target| Hold Ramp | Sec | Step | Step | Acquisition Mode
v ('C) |(hhmmss)| Rate |Target| Size | Delay
—fls =foooooszfo  Flo Ffo S0 =None 2
—f§ 165 5]000020°5120 o165 Wil ell  IwiNone
P2 00:00:15 5120 {0 slo slo 2{None

Abb. 9: Touch Down Schritt.

Start RunlEnrl F‘(ogmnl~ 101G ColorComp (1:141” LI Opﬁnnll
Programs I Online Data Displayl Run Notes l
Setup Programs
Default Channel| 530 :J A f |Program Name Cycles Analysis Mode
Seek Temperat30 2] | ] [Iniial Activation of the Hot Start Enzyme |1 -+ {None M _1
s = | |Touch Down Step 10 = |None .-
Shae £ R :hb Amplification of the DNA 40 5 {Quantification v
Instrument Typel6 Ch. v/ L’
Capillary Size: |20 v |
Program Temperature Targets
AR | Target Hold Ramp | Sec tep tep Acquisition Mode
T (C) |(hhmmss)| Rate |Target Size | Delay
| 195 S100:00:05 w20  Si0 S0 S0 v |None | -2
=1 55 00:00:20 v20 ~i0 S0 S0 v |Single -
o Lard 00:00:15 $110 i [ (O 5 {None i

Abb. 10: Amplifikation der DNA.
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StenRunlfmd F‘ragvarri‘ 10 alorComp r\‘,w“ Ll Opﬁons[

Programs I Online Data Display | Run Notes I

Setup Programs

Default Channell 530 ﬂ Al Program Name Cycles Analysis Mode

Seek Temperat 30 ﬂ +1 Initial Activation of the Hot Start Enzyme |1 -~ |None >

2 (== 1 Touch Down Step 1'IO ~|None Jod -1

Mex SekPos) 12 vl | —f |amplication of the DNA 40 <|Quenificetion_ [
Instrument TypeB Ch. v | '+ By [Melting Curve 1 -+ {Melting Curves |
Capillary Size: 20| |

| s
LI Proarcm Temgemture Tsaels
Target| Hold Ramp | Sec | Step Step Acquisition Mode
('C) |(hhimmiss), Rate |Target| Size | Delay

A |+ >

95 S{00:00:01 {20 S0 S{o 3 < {None =2
50 S{00:00:15 320 S0 Sjo S0 < {None M
»80 s{ooon00 Sfor  Sfo {0 Sio0 % Continuous vi

Abb. 11: Schmelzkurve (nur zutreffend,
wenn artus HSV-1/2 LC PCR Kit parallel ausgefuhrt wird).

Start Run|=rd Pro | Option |
Programs ] Online Data Display | Run Notes |
Setup | Programs
Default Channel] 530 :] | AN Program Name Cycles Analysis Mode
Seek Temperat 30 i{ + Initial Activation of the Hot Start Enzyme |1 v |None )4
[—~; { Touch Down Step 10 None v
Max SeekPos.|12 -~ Amplification of the DNA 40 -5 | Quantification v 1
Instrument TYP45 Ch. = | |Melting Curve 1 = {Melting Curves [
Capillary Size: |20 w| » Cooling 1 None v

L Program Temperature Targets
A Target| Hold Ramp | Sec | Step Step Acquisition Mode
| (C) |(hhmm:ss)| Rate | Target Sizej ~ Delay - 2

»lao  2oooo30 220 2o 2o 2o +{None )

Abb. 12: Kuhlung.

Zum Eingeben der Probenspezifikationen aktivieren Sie bitte die Schaltflache
Samples (Proben).

* Im Fenster Capillary View (Kapillarenansicht) geben Sie zuerst die

Gesamtzahl geplanter PCR-Ansétze fur den PCR-Lauf ein (Sample Count
[Probenzabhl]).

artus CMV LC PCR Kit Handbuch 12/2014 27



¢ Dann kdnnen Sie den Proben Namen zuordnen unter Sample Name
(Probenname).

* Wabhlen Sie auBerdem unter Selected Channels (Ausgewahlte Kanéle) die
Fluoreszenzkanale 530 fur den Nachweis der analytischen CMV-PCR und
705 fur den Nachweis der PCR der Internen Kontrolle aus.

e Zum Definieren der Standards und zum Angeben der zugehdrigen
Konzentrationen wahlen Sie bitte die Option Absolute Quantification unter
Analysis Type aus (siehe 8.4 Quantifizierung).

* Vergewissern Sie sich, dass die Funktion Enable Controls nicht aktiviert

ist. Andernfalls ist die Auswahl von Analyseoptionen fiir die Datenanalyse
beschrankt (der Modus Fit Points (Punkte anpassen) ist nicht verfiigbar,
siehe 9.2 Analyse der PCR-Daten auf dem Gerat LightCycler 2.0).
Unter Target Name (Zielname) koénnen Sie die in den ausgewahlten
Fluoreszenzkanélen 530 und 705 nachzuweisenden Zielsequenzen (CMV
oder Interne Kontrolle) zuordnen. Das Ausfillen der Spalte Target Name
kann mit Hilfe der Funktion Auto Copy (Automatisch kopieren) vereinfacht
werden. Definieren des Target Name hilft, einen besseren Uberblick zu
behalten, ist jedoch zur Datenanalyse nicht unbedingt erforderlich.

e Zum Erstellen einer Standardkurve zur Datenanalyse sollten die
Quantifizierungsstandards mit ihren jeweiligen Konzentrationen definiert
werden. Wahlen Sie deshalb bitte unter Sample Type (Probentyp) die
Option Standard aus und geben Sie fiir jeden Standard die jeweilige
Konzentration unter Concentration (Konzentration) ein.

* Das programmierte Temperaturprofii kann auf der Festplatte des
Computers gespeichert werden, so dass es fir weitere Laufe
wiederverwendet werden kann. Aktivieren Sie zu diesem Zweck die
Funktion Save As (Speicher als) im Menu File (Datei), worauf ein neues
Fenster angezeigt wird. Wahlen Sie bitte unter Templates and Macros
(Vorlagen und Makros) das Untermenit Run Templates (Vorlage
ausfuhren) aus und speichern Sie die Daten unter einem geeigneten
Namen.

e Zum Starten des PCR-Laufs gehen Sie zum Feld Run (Lauf) und
aktivieren Sie die Funktion Start Run (Lauf starten) (siehe Abb. 13). Das
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PCR-Programm startet, hachdem Sie eingegeben haben, wo die Daten

gespeichert werden sollen.

~] Options|

Programs | Online Data Display | Run Notes |
Setup——— i ﬁrpgrayns

Default Channel| 530 J _I | Program Neme égqgg Analysis Mode
Seek Temperer 30 j _J Initial Activation of the Hot Start Enzyme N < {None i
- Touch Down Step 1o ~={None =
Mez Seakbos | j _I Amplmca\mn ofthe DNA 40 < | Quantification X
Instrument TYPAG Ch J _I Melting Curve n = {Melting Curves =
Capillary Size: |20 ! J »{Cooling 1 -~ {None >

_Program Temperature Targets. 3
Turgm ‘ Hold Ramp Sec Sllep Step Acquisition Mode |
|(hhimm:ss), Rate | Target Size | Delay

540 _looouango 2o 2o 2o F{None ~|

I;I_lil:_

Abb. 13: Starten des PCR-Laufs.

9. Auswertung

9.1 Analyse der PCR-Daten auf dem Geréat LightCycler
1.1/1.2/1.5

Fir die Analyse der PCR-Daten, die mit dem Gerat LightCycler 1.1/1.2/1.5
aufgezeichnet wurden, wird die Verwendung der LightCycler Software-Version

3.5 empfohlen.

Bei Multicolor-Analysen treten Interferenzen zwischen den Fluorimeterkanélen
auf. Die Software des Gerats LightCycler 1.1/1.2/1.5 enthalt eine Datei mit
dem Namen Color Compensation File, die diese Interferenzen kompensiert.
Offnen Sie diese Datei vor, wahrend oder nach dem PCR-Lauf durch
Aktivieren der Schaltflachen Choose CCC File (CCC-Datei auswéhlen) oder
Select CC Data (CC-Daten auswahlen). Wenn keine Color Compensation File
installiert ist, erstellen Sie die Datei entsprechend der Anweisungen im
LightCycler Operator's Manual. Nach Aktivieren der Color Compensation File
erscheinen in den Fluorimeterkandlen F1, F2 und F3 separate Signale. Zur
|
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Auswertung der mit dem artus CMV LC -PCR Kit gewonnenen PCR-
Ergebnisse wahlen Sie fir die analytische CMV LC PCR die Fluoreszenz-
Anzeigeoption F1 bzw. fur die PCR der Internen Kontrolle die Option F3/Back-
F1 aus. Zur Vereinfachung der quantitativen Auswertung befolgen Sie bitte die
Anweisungen unter 8.4 Quantifizierung und in der Technical Note zur
Quantifizierung am Geréat LightCycler 1.1/1.2/1.5 oder LightCycler 2.0

unter www.qgiagen.com/Products/BylLabFocus/MDX.

Sollten Sie mehr als ein Herpes artus System in den PCR-Lauf integriert
haben, dann analysieren Sie diese verschiedenen Systeme bitte mit den
entsprechenden Quantifizierungsstandards separat. Wahlen Sie bitte die

Karusselpositionen der Proben zur Analyse entsprechend aus.
Folgende Ergebnisse sind moglich:

1. Im Fluorimeterkanal F1 wird ein Signal detektiert.

Das Ergebnis der Auswertung ist positiv: Die Probe enthalt CMV-
DNA.

In diesem Fall ist die Detektion eines Signals im Kanal F3/Back-F1 unmafigeblich,
da eine hohe Ausgangskonzentration von CMV-DNA (positives Signal im Kanal F1)
zu einem abgeschwéchten oder ausbleibenden Fluoreszenzsignal der Internen

Kontrolle im Kanal F3/Back-F1 filhren kann (Kompetition).
2. Im Fluorimeterkanal F1 wird kein Signal detektiert. Gleichzeitig erscheint
ein Signal von der Internen Kontrolle im Kanal F3/Back-F1.

In der Probe ist keine CMV-DNA nachweisbar. Sie kann daher als

negativ angesehen werden.

Bei negativer CMV-PCR schlie8t das detektierte Signal der Internen Kontrolle die

Méglichkeit einer PCR-Inhibition aus.

3. Weder im Kanal F1 noch im Kanal F3/Back-F1 wird ein Signal detektiert.
Eine Diagnose ist nicht mdglich.

Hinweise zu Fehlerquellen und deren Beseitigung sind unter 10 aufgefihrt. Hilfe zur

Fehlersuche
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Beispiele fir PCR-Reaktionen mit positiven und negativen Ergebnissen sind in
Abb. 14 und Abb. 15 gezeigt.
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Abb. 14: Nachweis der Quantifizierungsstandards (CMV QS 1 —4) im
Fluorimeterkanal F1 des Geréts LightCycler 1.1/1.2/1.5. NTC:
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Abb. 15: Nachweis der Internen Kontrolle (IC) im Fluorimeterkanal

F3/Back-F1
gleichzeitiger

des Gerats LightCycler 1.1/1.2/1.5 bei
Amplifikation der Quantifizierungsstandards
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(CMV QS 1-4). NTC: No template control (Kontrolle ohne
Template) (Negativkontrolle).

9.2 Analyse der PCR-Daten auf dem Gerat LightCycler
2.0

Fur die Analyse der PCR-Daten, die mit dem Gerat LightCycler 2.0
aufgezeichnet wurden, verwenden Sie bitte die LightCycler Software-Version
4.0. Bitte beachten Sie die Anweisungen im LightCycler 2.0 Instrument

Operator's Manual Version 4.0.

Zur Analyse der PCR-Daten gehen Sie bitte folgendermafl3en vor (siehe
Abb. 16):

e Aktivieren Sie die Funktion Analysis (Analyse) in der Menizeile und
wahlen Sie die Option Absolute Quantification aus. Grundsatzlich sollten
alle mit dem artus LC PCR Kit erstellten Amplifikationsdaten mit dieser
Funktion analysiert werden.

* Die LightCycler Software-Version 4.0 enthélt eine Datei mit dem Namen
Color Compensation File, die Interferenzen zwischen Fluoreszenzkanélen
bei Multicolor-Analysen kompensiert. Offnen Sie diese Datei wahrend
oder nach dem PCR-Lauf durch Aktivieren der Color Comp (On/Off)
(Farbkompensation [ein/aus]) und dann Betatigen der Schaltflache Select
Color Compensation (Farbkompensation auswahlen) (siehe Abb. 16).
Wenn keine Color Compensation File installiert ist, erstellen Sie die Datei
entsprechend den Anweisungen im LightCycler Operator’'s Manual.

¢ Nach Aktivieren der Color Compensation File erscheinen in den
Fluoreszenzkandlen separate Signale. Zur Auswertung der mit dem
artus CMV LC -PCR Kit gewonnenen PCR-Ergebnisse wéahlen Sie fir die
analytische CMV-PCR die Fluoreszenz-Anzeigeoption 530 bzw. fir die
PCR der Internen Kontrolle die Option 705/Back 530 aus.
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Abb. 16: Aktivierung der Color Compensation File und Auswahl des
Fluoreszenzkanals.

Zur Vereinfachung der quantitativen Auswertung befolgen Sie bitte die
Anweisungen unter 8.4 Quantifizierung und in der Technical Note zur
Quantifizierung am Gerat LightCycler 1.1/1.2/1.5 oder LightCycler 2.0

unter www.giagen.com/Products/ByLabFocus/MDX.

Nachdem die Analyseoptionen eingestellt wurden, sind die folgenden
Ergebnisse mdglich:

1. Im Fluoreszenzkanal 530 wird ein Signal detektiert.

Das Ergebnis der Auswertung ist positiv: Die Probe enthalt CMV-
DNA.

In diesem Fall ist die Detektion eines Signals im Kanal 705/Back 530 unmaRgeblich,
da eine hohe Ausgangskonzentration von CMV-DNA (positives Signal im Kanal 530)

zu einem abgeschwéchten oder ausbleibenden Fluoreszenzsignal der Internen

Kontrolle im Kanal 705/Back 530 fuihren kann (Kompetition).
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2. Im Fluoreszenzkanal 530 wird kein Signal detektiert. Gleichzeitig erscheint

ein Signal von der Internen Kontrolle im Kanal 705/Back 530.

In der Probe ist keine CMV-DNA nachweisbar. Sie kann daher als
negativ angesehen werden.
Bei negativer CMV-PCR schlie3t das detektierte Signal der Internen Kontrolle die
Mdoglichkeit einer PCR-Inhibition aus.

3. Weder im Kanal 530 noch im Kanal 705/Back 530 wird ein Signal
detektiert.
Eine diagnostische Aussage ist nicht méglich.
Hinweise zu Fehlerquellen und deren Beseitigung sind unter 10 Hilfe zur

Fehlersuche aufgefuhrt.

Beispiele fir PCR-Reaktionen mit positiven und negativen Ergebnissen sind in
Abb. 17 und Abb. 18 gezeigt.
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Abb. 17: Nachweis der Quantifizierungsstandards (CMV QS 1 —4) im
Fluoreszenzkanal 530 des Geréts LightCycler 2.0. NTC: No
template control (Kontrolle ohne Template) (Negativkontrolle).
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Abb. 18: Nachweis der Internen Kontrolle (IC) im Fluoreszenzkanal
705/Back 530 des Gerats LightCycler 2.0 bei gleichzeitiger
Amplifikation der Quantifizierungsstandards (CMV QS 1 — 4).
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NTC: No template control (Kontrolle ohne Template)
(Negativkontrolle).

10. Hilfe zur Fehlersuche

Kein Signal bei den Positivkontrollen (CMVQS1 - 4) im

Fluoreszenzkanal F1 oder 530:

¢ Der ausgewahlte Fluoreszenzkanal fir die PCR-Auswertung entspricht
nicht dem Protokoll.

- Wahlen Sie bei der Datenanalyse den Fluoreszenzkanal F1 oder 530
fur die analytische CMV-PCR und den Fluoreszenzkanal F3/Back-F1
oder 705/Back 530 fiir die PCR der Internen Kontrolle aus.

* Fehlerhafte Programmierung des Temperaturprofils des Gerats

LightCycler 1.1/1.2/1.5 oder LightCycler 2.0.

- Vergleichen Sie das Temperaturprofil mit den Protokollangaben (siehe
8.6 Programmieren des Geréts LightCycler).

* Fehlerhaftes Zusammenstellen der PCR-Reaktion.

> Uberprifen Sie lhre Arbeitsschritte mit Hilfe des Pipettierschemas

(siehe 8.5 Vorbereitung der PCR) und wiederholen Sie ggf. die PCR.
* Die Lagerungsbedingungen fiir eine oder mehrere Kit-Komponenten
entsprachen nicht den in 2 Lagerung aufgefuihrten Vorschriften oder das

Verfallsdatum des artus CMV LC PCR Kits ist abgelaufen.

- Bitte Uberprifen Sie sowohl Lagerungsbedingungen als auch das
Verfallsdatum (siehe Kit-Etikett) der Reagenzien und verwenden Sie

ggf. einen neuen Kit.

Schwaches oder ausbleibendes Signal der Internen Kontrolle einer in
der Aufreinigung mitgefuihrten negativen Plasmaprobe (Abweichung
groRer als Ct= 14 + 3 bei Verwendung des QlAamp DSP Virus Kits;
Abweichung grofR3er als Ct = 15 + 3 bei Verwendung des EZ1 DSP Virus
Kits; siehe Tabelle 1) bei gleichzeitiger Abwesenheit eines Signals im
Kanal F1 oder 530:

* Die PCR-Bedingungen entsprechen nicht dem Protokoll.
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- Uberprifen Sie die Bedingungen der PCR (siehe oben) und
wiederholen Sie gegebenenfalls die PCR mit Kkorrigierten
Einstellungen.

* Die PCR wurde inhibiert.

- Stellen Sie sicher, dass Sie ein von uns empfohlenes
Aufreinigungsverfahren benutzen (siehe 8.2 DNA-Isolierung) und
halten Sie sich exakt an die Herstellervorschrift.

- Vergewissern Sie sich, dass bei der DNA-Aufreinigung der zusétzliche
empfohlene Zentrifugationsschritt zur vollstandigen Entfernung von
Ethanol-Resten vor der Elution durchgefiihrt wurde (siehe 8.2 DNA-
Isolierung).

* DNA ging bei der Aufreinigung verloren.

- Sollte die Interne Kontrolle zur Aufreinigung zugegeben worden sein,
kann ein Ausbleiben des Signals der Internen Kontrolle den Verlust
der DNA bei der Aufreinigung bedeuten. Stellen Sie sicher, dass Sie
ein von uns empfohlenes Aufreinigungsverfahren benutzen (siehe
8.2 DNA-Isolierung) und halten Sie sich exakt an die
Herstellervorschrift.

* Die Lagerungsbedingungen fir eine oder mehrere Kit-Komponenten
entsprachen nicht den in 2 Lagerung aufgefuhrten Vorschriften oder das
Verfallsdatum des artus CMV LC PCR Kits ist abgelaufen.

- Bitte Uberpriufen Sie sowohl Lagerungsbedingungen als auch das
Verfallsdatum (siehe Kit-Etikett) der Reagenzien und verwenden Sie

ggf. einen neuen Kit.

Signale bei den Negativkontrollen im Fluoreszenzkanal F1 oder 530 der
analytischen PCR
* Beim Ansetzen der PCR ist eine Kontamination aufgetreten.
- Wiederholen Sie die PCR mit Replikaten mit noch unbenutzten
Reagenzien.
- VerschlieRen Sie die einzelnen PCR-GeféalRe nach Mdglichkeit jeweils
direkt nach Zugabe der zu untersuchenden Probe.

- Pipettieren Sie die Positivkontrollen grundsétzlich zuletzt.
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= Achten Sie darauf, dass Arbeitsflachen und Gerate regelméaRig
dekontaminiert werden.
* Bei der Aufreinigung ist eine Kontamination aufgetreten.
- Wiederholen Sie Aufreinigung und PCR der zu untersuchenden
Proben unter Verwendung noch unbenutzter Reagenzien.
- Achten Sie darauf, dass Arbeitsflachen und Gerate regelméaRig

dekontaminiert werden.

Sollten weitere Fragen oder Probleme auftreten, kontaktieren Sie bitte

unseren Technischen Service.

11. Spezifikationen

11.1 Analytische Sensitivitat

Fir die Validierung des artus CMV LC PCR Kits wurde sowohl die analytische
Nachweisgrenze als auch die analytische Nachweisgrenze unter
Beruicksichtigung der Aufreinigung (Sensitivitdtsgrenzen) bestimmt. Die
analytische Nachweisgrenze unter Berlcksichtigung der Aufreinigung wurde
anhand CMV-positiver klinischer Proben und unter Beriicksichtigung des
verwendeten  Aufreinigungsverfahrens bestimmt. Die  analytische
Nachweisgrenze wurde hingegen ohne klinische Proben und unabhangig von
dem Aufreinigungsverfahren anhand von CMV-DNA bekannter Konzentration

bestimmt.

Zur Bestimmung der analytischen Sensitivitat des artus CMV LC PCR Kits
wurde eine Verdinnungsreihe genomischer CMV-DNA von 10 bis nominal
0,00316 CMV-Kopien/pl erstellt. Diese wurde anschlieend unter Benutzung
des artus CMV LC PCR Kits auf dem Geréat LightCycler 1.1/1.2/1.5
analysiert. Die Untersuchungen wurden an drei verschiedenen Tagen in Form
von Achtfach-Bestimmungen durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind mit Hilfe einer
Probit-Analyse ermittelt worden. Die analytische Nachweisgrenze des
artus CMV LC PCR Kits in Kombination mit dem Geréat LightCycler 1.1/1.2/1.5
betragt 0,49 Kopien/ul (p = 0,05). Dies bedeutet, dass 0,49 Kopien/ul mit einer

Wahrscheinlichkeit von 95 % nachgewiesen werden kénnen.
]
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Die analytische Sensitivitat unter Berlicksichtigung der Aufreinigung
(QlAamp DSP Virus Kit) des artus CMV LC PCR Kits auf dem Geréat
LightCycler 1.1/1.2/1.5 wurde mit einer Verdinnungsreihe aus CMV-
Virusmaterial von 1.000 bis nominal 0,316 CMV-Kopien/ml in klinischen
Plasmaproben bestimmt. Diese wurden einer DNA-Aufreinigung mit dem
QlAamp DSP Virus Kit unterzogen (Extraktionsvolumen: 0,5 ml,
Elutionsvolumen: 60 pl). Jede der acht Verdinnungen wurde an drei
verschiedenen Tagen in Form von Achtfach-Bestimmungen mit dem
artus CMV LC PCRKit analysiert. Die Ergebnisse wurden mittels Probit-
Analyse bestimmt. Abb. 19 zeigt eine grafische Darstellung der Probit-
Analyse. Die analytische Nachweisgrenze unter Berilcksichtigung der
Aufreinigung des artus CMV LC PCR Kits in Kombination mit dem Gerét
LightCycler 1.1/1.2/1.5 betragt 64,9 Kopien/ml (p = 0,05). Dies bedeutet, dass
64,9 Kopien/ml mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 % detektiert werden

kénnen.

Probit-Analyse: Zytomegalievirus (LightCycler 1.1/1.2/1.5)

95% o
09

08 i 1.8123 2 64.9 copies/ml (95%)
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Abb. 19: Analytische  Sensitivitdt  unter  Beriicksichtigung  der
Aufreinigung (QlAamp DSP Virus Kit) des artus CMV LC PCR
Kits auf dem Gerat LightCycler 1.1/1.2/1.5.
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Zur Bestimmung der analytischen Sensitivitat des artus CMV LC PCR Kits
wurde eine Verdunnungsreihe genomischer CMV-DNA von 10 bis nominal
0,00316 CMV-Kopien/ul erstellt. Diese wurde anschlieBend unter Benutzung
des artus CMV LC PCR Kits auf dem Geréat LightCycler 2.0 analysiert. Die
Untersuchungen wurden an drei verschiedenen Tagen in Form von Achtfach-
Bestimmungen durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden mittels Probit-Analyse
bestimmt. Die analytische Nachweisgrenze des artus CMV LC PCR Kits in
Kombination mit dem Geraét LightCycler 2.0 betragt 0,65 Kopien/ul (p = 0,05).
Dies bedeutet, dass 0,65 Kopien/ul mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 %

nachgewiesen werden kénnen.
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Die analytische Sensitivitat unter Berlicksichtigung der Aufreinigung
(QlAamp DSP Virus Kit) des artus CMV LC PCR Kits auf dem Gerat
LightCycler 2.0 wurde mit einer Verdiunnungsreihe aus CMV-Virusmaterial
von 1.000 bis nominal 0,316 CMV-Kopien/ml in klinischen Plasmaproben
bestimmt. Diese wurden einer DNA-Aufreinigung mit dem QlAamp DSP Virus
Kit unterzogen (Extraktionsvolumen: 0,5 ml, Elutionsvolumen: 60 pl). Jede der
acht Verdinnungen wurde an drei verschiedenen Tagen in Form von
Achtfach-Bestimmungen mit dem artus CMV LC PCR Kit analysiert. Die
Ergebnisse wurden mittels Probit-Analyse bestimmt. Abb. 20 zeigt eine
grafische Darstellung der Probit-Analyse. Die analytische Nachweisgrenze
unter Beriicksichtigung der Aufreinigung des artus CMV LC PCR Kits in
Kombination mit dem Gerat LightCycler 2.0 betragt 78,9 Kopien/ml (p = 0,05).
Dies bedeutet, dass 78,9 Kopien/ml mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 %

detektiert werden konnen.

Probit-Analyse: Zytomegalovirus (LightCycler 2.0)

1.89682 2 78.9 copies/ml (95%)

Proportions

-3 -2 -1 0 1 2 3 4 ]
log (dose)

Abb. 20: Analytische  Sensitivitdt  unter  Beriicksichtigung  der
Aufreinigung (QlAamp DSP Virus Kit) des artus CMV LC PCR
Kits auf dem Gerat LightCycler 2.0.

I —
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Die analytische Nachweisgrenze unter Berlicksichtigung der Aufreinigung des
artus CMV LC PCR Kits in Kombination mit dem Gerat LightCycler
1.1/1.2/2.5/2.0 und dem EZ1 DSP Virus Kit (Extraktionsvolumen: 0,4 ml,
Elutionsvolumen: 60 pl) auf dem EZ1 Advanced oder BioRobot EZ1 DSP
betragt 67,2 Kopien/ml (p = 0,05). Dies bedeutet, dass 67,2 Kopien/ml mit

einer Wahrscheinlichkeit von 95 % detektiert werden kénnen.

11.2 Spezifitat

Die Spezifitat des artus CMV LC PCR Kits wird in erster Linie durch die
Auswahl der Primer und Sonden sowie die Wahl stringenter
Reaktionsbedingungen gewahrleistet. Die Primer und Sonden sind anhand
einer Sequenzvergleichsanalyse auf eventuelle Homologien zu allen in
Genbanken publizierten Sequenzen uberprift worden. Die Nachweisbarkeit

aller relevanten Stamme ist dadurch sichergestellt.

Die Validierung der Spezifitat erfolgte zudem an 100 verschiedenen CMV-
negativen Plasmaproben. Bei diesen wurde mit den im CMV LC Master

enthaltenen CMV-spezifischen Primern und Sonden kein Signal erzeugt.

Zur Bestimmung der Spezifitat des artus CMV LC -PCR Kits wurde die in der
folgenden Tabelle (siehe Tabelle 2) aufgefiihrte Kontrollgruppe auf eine
Kreuzreaktivitdt untersucht. Bei keinem der getesteten Erreger trat eine

Reaktion auf. Bei Mischinfektionen traten keine Kreuzreaktivitaten auf.
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Tabelle 2: Spezifitatstest des Kits mit potentiell kreuzreaktiven Erregern.

Interne

Kontrollgruppe Kontrolle
(F3/Back-F1)

) .
1)
Humanes Herpesvirus 2 (Herpes-simplex-Virus _ +
2)
Hymanes Herpesvirus 3 (Varizella-Zoster- _ +
Virus)
Humanes Herpesvirus 4 (Epstein-Barr-Virus) - +
Humanes Herpesvirus 6A - +
Humanes Herpesvirus 6B - +
Humanes Herpesvirus 7 - +
Humanes Herpesvirus 8  (Kaposi-Sarkom- _ +
assoziiertes Herpesvirus)
Hepatitis-A-Virus - +
Hepatitis-B-Virus - +
Hepatitis-C-Virus - +
Humanes Immundefizienz-Virus 1 - +
Humanes T-lymphotropes Virus 1 - +
Humanes T-lymphotropes Virus 2 - +
West-Nil-Virus - +
Enterovirus - +
Parvovirus B19 - +

11.3 Prazision

Die Préazisionsdaten des artus CMV LC PCR Kits wurden mit dem Geréat
LightCycler 1.1/1.2/1.5 erhoben und ermdglichen die Bestimmung der
Totalvarianz (Gesamtstreuung) des Testsystems. Diese Totalvarianz setzt
sich zusammen aus der Intra-Assay-Variabilitat (Streuung von Proben
derselben Konzentration innerhalb eines Versuchsansatzes), der Inter-
Assay-Variabilitat (Streuung bei Anwendung durch verschiedene Personen
innerhalb eines Labors unter Benutzung verschiedener Gerate gleichen Typs)
und der Chargenvariabilitat (Streuung bei Verwendung unterschiedlicher

Chargen). Dabei werden jeweils die Standardabweichung, die Varianz und der
- - - - - -~ - - - - - - - - - ]
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Variationskoeffizient sowohl fir die Erreger-spezifische als auch fur die PCR

der Internen Kontrolle berechnet.

Diese Daten wurden fur den artus CMV LC PCR Kit anhand des
Quantifizierungsstandards mit der geringsten Konzentration (QS 4; 10
Kopien/pl) ermittelt. Die Untersuchungen wurden in Form von Achtfach-
Bestimmungen durchgefiihrt. Die Auswertung der Ergebnisse wurde anhand
der Ct-Werte der Amplifikationskurven (Ct: threshold cycle, siehe Tabelle 3).
Zusatzlich wurden auch die Prazisionsdaten der quantitativen Werte in
Kopien/pl mittels der entsprechenden Ct-Werte ermittelt (siehe Tabelle 4).
Demnach betragt die Gesamtstreuung einer beliebigen Probe der genannten
Konzentration 2,47 % (Ct) bzw. 14,06 % (Konz.), fir den Nachweis der
Internen Kontrolle 5,31 % (Ct). Diese Werte basieren auf der Gesamtheit aller

Einzelwerte der ermittelten Variabilitaten.

Tabelle 3: Prazisionsdaten auf Grundlage der Ct-Werte.

Variationskoeffizient

Standardabweichung Varianz

[%]
Intra-Assay-Variabilitat:
14 ,02 ,
CMV QS 4 0 0,0 0,68
Intra-Assay-Variabilitat:
u 0,04 0,00 0,32
Interne Kontrolle
Inter-Assay-Variabilitat:
0,21 0,04 1,00
CMV QS 4 ' ' '
Inter-A -Variabilitat:
nter-Assay-Variabilitat: 014 0,02 118
Interne Kontrolle
Chargenvariabilitat:
4 2
CMV QS 4 0,5 0,30 ,50
Ch iabilitat:
argenvariabilité 0.72 0,52 5.73
Interne Kontrolle
Totalvarianz:
0,53 0,28 2,47
CMV QS 4
Totalvarianz:
0,64 0,41 5,31
Interne Kontrolle
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Tabelle 4: Prazisionsdaten auf Grundlage der quantitativen Werte (in Kopien/ul)

Variationskoeffizient
[%]

Standardabweichung Varianz

Intra-Assay-Variabilitat:

1,02 1,05 10,18
CMV QS 4 ' ' '
Inter-Assay-Variabilitat:

1,35 1,81 13,35
CMV QS 4 ' ' '

h abilitat:

Chargenvariabilitat 164 2,69 16,19
CMV QS 4
Totalvarianz:
CMV QS 4 1,42 2,02 14,06

11.4 Robustheit

Die Uberpriifung der Robustheit dient der Ermittlung der Gesamtausfallrate
des artus CMV LC PCR Kits. Hierzu wurden 100 CMV-negative
Plasmaproben auf eine Endkonzentration von 170 Kopien/ml mit CMV-DNA
dotiert (ca. dreifache Konzentration der analytischen Sensitivitdtsgrenze).
Nach der Aufreinigung mit dem QlAamp DSP Virus Kit (siehe 8.2 DNA-
Isolierung) wurden diese Proben mit dem artus CMV LC PCR Kit analysiert.
Die Ausfallrate fir CMV betrug fur die Gesamtheit der Proben 0 %. Die
Robustheit der Internen Kontrolle wurde zusétzlich durch die Aufreinigung und
Analyse von 100 CMV-negativen Plasmaproben Uberprift. Damit betragt die
Robustheit des artus CMV LC PCR Kits > 99 %.

11.5 Reproduzierbarkeit

Die Daten zur Reproduzierbarkeit erlauben eine regelmaRige
Leistungsbewertung des artus CMV LC PCR Kits sowie einen
Effizienzvergleich mit anderen Produkten. Diese Daten werden durch die

Teilnahme an etablierten Ringversuchsprogrammen erhoben.
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11.6 Diagnostische Evaluierung

Der artus CMV LC PCRKit wurde in einer Studie evaluiert. Bei einem
Vergleich des artus CMV LC PCR Kits mit dem COBAS® AMPLICOR® CMV
MONITOR® Test wurden 177 klinische EDTA-Plasmaproben retrospektiv und
prospektiv analysiert. Alle Proben wurden mit dem COBAS AMPLICOR CMV

MONITOR zur Routinediagnose positiv oder negativ voranalysiert.

Die Proben zum Testen des artus CMV LC PCR Kits wurden unter Zugabe
der Internen Kontrolle des artus CMV LC PCR Kits mit dem QlAamp DSP
Virus Kit aufgereinigt und dann durch das Gerat LightCycler analysiert. Die
Proben fir den COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test wurden nach den

Herstelleranweisungen auf der Packungsbeilage aufgereinigt und analysiert.

Alle 11 Proben, die mit dem COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test positiv
getestet wurden, wurden auch mit dem artus CMV LC PCR Kit positiv
getestet. Insgesamt 144 Proben, die mit dem COBAS AMPLICOR CMV
MONITOR Test negativ getestet wurden, wurden auch mit dem
artus CMV LC PCR Kit negativ getestet. 22 unvereinbaren Ergebnisse wurden

erhalten. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5 gezeigt.

Tabelle 5: Ergebnisse der vergleichenden Validierungsstudie.

COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test

- Total
artus CMV LC + 11 22 33
PCR Kit - 0 144 144

Wenn die Ergebnisse des COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Tests als
Referenz genommen werden, betragt die diagnostische Sensitivitat aller
Proben des artus CMV LC PCR Kits 100 % und betragt die diagnostische
Spezifitat 86,7 %.

Weitere Tests der 22 unvereinbaren Proben bestétigten die Ergebnisse der
artus CMV PCR Kits. Folglich kann angenommen werden, dass die
Diskrepanz auf der hdheren Sensitivitét des artus CMV LC PCR Kits beruht.
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12. Anwendungseinschrankungen

* Die Anwendung sollte durch Personal erfolgen, das speziell in In-
vitro-Diagnostika-Verfahren unterrichtet und ausgebildet wurde.

* Die genaue Einhaltung der Anweisungen des Benutzerhandbuchs ist
erforderlich, um optimale PCR-Ergebnisse zu erhalten.

e Die auf der Verpackung und den Etiketten der einzelnen
Komponenten angegebenen Verfallsdaten sind zu beachten.
Abgelaufene Reagenzien diirfen nicht benutzt werden.

e Selten auftretende Mutationen innerhalb der von den Primern
und/oder der Sonde des Kits abgedeckten hochkonservierten
Bereichen des Virengenoms kdénnen, wenn sie vorliegen, zu einer
Unterbestimmung fuhren oder dazu, dass die Anwesenheit des Virus
nicht detektiert wird. Validitdt und Leistung des Tests werden
regelm&Rig Uberprift, um bei Bedarf Veranderungen vornehmen zu

kénnen.

13. Sicherheitsinformationen

Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien immer einen Laborkittel, Einmal-
Laborhandschuhe und eine Schutzbrille. Weitere Informationen kénnen Sie
den entsprechenden Sicherheitsdatenblattern entnehmen (safety data sheets,
SDSs). In unserer Online-Sammlung der Sicherheitsdatenblatter unter

www.giagen.com/safety finden Sie zu jedem QIAGEN® Kit und zu jeder Kit-

Komponente das jeweilige SDS als PDF-Datei, die Sie einsehen und

ausdrucken kénnen.

Entsorgen Sie Proben und Ansatze gemall lhren Ortlichen

Sicherheitsvorschriften.

14. Qualitatskontrolle

GemalR dem umfassenden Qualitatssicherungssystem (TQM) von QIAGEN
wird jede Charge des artus CMV LC PCR Kits nach festgelegten Prifkriterien
getestet, um eine einheitliche Produktqualitat sicherzustellen.
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[j—i] Bitte lesen Sie die Angaben im Handbuch
Qs Quantifizierungsstandard

iIC Interne Kontrolle

Mg-SoI Magnesium-Losung
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3. Dieser Kit und seine Komponenten sind fir die einmalige Verwendung lizenziert und dirfen nicht
wiederverwendet, wiederaufgearbeitet oder weiterverkauft werden.

4.  QIAGEN lehnt auBBer der ausdriicklich gewdhrten Lizenzgewéhrung jede weitere Lizenzgewéhrung
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kénnten oder solche erleichtern kénnten. QIAGEN kann die Verbote dieser eingeschrénkten
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